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© Mit Aminogruppen faeschichtete Oberfiache 

© Eine mit Aminogruppen beschichtete OberflSche wird 
durch Auf bring en eines polymarisierbaren Amtns mitteis 
gepulsten Plasmas auf eine Oberflache hergestelJt Die 
dadurch erhaitenen beschichteten Oberflachen waisen eine 
hohe Dichte an Aminogruppen auf, so daS eine spezifische 
Bindephase durch kovatentes Binden eines Partners eines 
spezifischen Bindepaares an die mit Aminogruppen be- 
schichteten Oberflachen erhalten werden kann. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer mit Aminogruppen beschichteten Oberflache sowie 
eine Oberflache mit hoher Aminogmppendichte. Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung 
5 einer spezifischen Bindephase unter Verwendung der mit Aminogruppen beschichteten Oberflache, eine spezifi- 
sche Bindephase mit verbesserten Eigenschaften sowie deren Verwendung in Immunoassays und in der Medizin- 
techniL 

Die Wechselwirkungen von Proteinen mit Polymeroberflachen spielen eine wichtige Rolle in der Diagnostic 
Polymeroberflachen werden beispielsweise als Festphasen fur Immunoassays oder als Implantate in der Mediz- 

io intechnik verwendet Im Fall von Immunoassays werden ublicherweise gegen den zu bestimmenden Analyten 
gerichtete spezifische Antikorper adsorptiv an die Oberflache gebunden. Probleme bereitet dabei alJerdings das 
oftmals unterschiedliche Bindeverhalten von Proteinen an Oberflachen, welches Ausbluten des Antifcdrpers 
oder Verdrangungsreaktionen zur Folge haben kaniL Diese Probleme kSnnen zum Teil durch universelle 
Bindesysteme, wie beispielsweise das StrepUvidin/Biotin-System, verringert werden. 

15 Ein weiteres Problem bei Immunoassays ist das Auftreten unspezifischer Bindung von weiteren Probenbe- 
standteilen, wie Serum- oder Plasmaproteinen, an die Oberflache, was zu einer Verringerung der Sensitivitat und 
Spezifit&t des Nachweisverfahrens fuhrt Solche unspezifischen Wechselwirkungen konnen zu einer erniedrigten 
Bindung des Analyten oder zu falsch-positiven Resultaten fuhren. Dieses Problem der unspezifischen Bindung 
tritt bei alien Nachweisverfahren auf, in denen in der Probe neben dem Analyten noch weitere Bestandteile 

20 vorliegen, die an die Oberflache adsorbieren kdnnen. Beispiele fur solche Proben sind biologische Proben, wie 
etwa Blm, Blutbestandteile, Serum etc. 

In der Vergangenheit wurden verschiedene Moglichkeiten beschrieben, Polymeroberflachen im Hinblick auf 
eine Verringerung unspezifischer Proteinbindung zu modifizieren. Allgemein wurde dabei versucht, sich die 
adsorpuonsvermindernde Wirkung von immobilisierten Polyethylenglykolen (PEG) zunutze zu machen. N. 

25 Desai und ]. Hubbeu\ J. Biomed. Mat Res, VoL 25 (1991), 829—843 beschreiben eine nafichemische Modifizie- 
rung von Polyethylenterephthalat-Oberflachen durch Aminolyse und anschlieBende Bindung von Cyanurchlo 
rid-aktivierten Polyethylenglykolen an die Oberflache. Allerdings konnte erst bei einem Polyethylenglykol-Mol- 
gewicht von mindestens 18300 eine deutliche Verringerung der Proteinbindung am Beispiel von Fibrinogen 
gezeigt werden. MachteOig ist weiterhin, daB die Aminolyse als Verfahren kaum steuerbar und somit nur schwer 

30 reproduzierbarist 

E Kiss et aL, Progr. Colloid & Polymer ScL, 74 (1987), 113—119 beschreiben eine Mc<iifizierung von Oberfli- 
chen durch Aufpfropfen von Polyethylenglykol auf Polyethylen in waBrigem Medium. Dazu wurde Polyethylen- 
glykolaldehyd mittels reduktiver Aminierung an Aminogruppen von Polyethyieriimin gekoppelt, das auf die 
Polyethyienoberfiache adsorbiert war. Auch dieses Verfahren ist schlecht reproduzierbar und die Modifizierung 

35 der Oberflache erfolgt lediglich statistisch. 

E Uchida et aL, Langmuir, 10 (1994X 481—485 beschreiben ein Verfahren zur Modifizierung von Polymer- 
oberflachen durch Aufbringen von acrylderivatisierten Polyethylengrykolen mittels photoinduzierter Pfropfung 
auf Polyethyienterephthalat-Oberflachen. WO92/07006 beschreibt die Modifizierung von geladenen Oberfla- 
chen in waBrigem Medium mit poryethylengekoppelten PolyethyleniminerL Die Bindung des Polymers an die 

40 Oberflache kommt dabei durch rein ionische Wechselwirkungen zustande, so daB die beschichtete Oberflache 
empfindlich gegenfiber pH-Wertschwankungen ist 

Von Ratner et aL, J. Biomed. Mat Res, VoL 26 (1992^ 415— 439 wurde der Versuch unteraommen, Kunststoff- 
oberflachen durch continous wave (cw)- Plasmab ehandlung in Gegenwart von Tetraethylenglykoldimethylether 
zu modifizieren. Diese modinzierten Oberflachen weisen eine schlecht reproduzierbare Herstellbarkeit auf 

as sowie eine geringe Stabilitat gegenfiber Wasser, was zu teilweisem Ablosen der Schicht fuhrt Da die Schichten 
zudem sehr dQnn sind, ist eine weitere Modifizierung praktisch nicht mdglich. 

Die Modifizierung der Oberflachen erfolgt bei den im Stand der Technik bekannten Verfahren lediglich 
statistisch und ist schlecht reproduzierbar. Sowohl die Modifizierung von Oberflachen in waBriger Umgebung 
als auch durch Behandlung mit continuous wave Plasma (cw- Plasma) fuhrt zu einer ungleichmaBigen statisti- 

50 schen Verteflung der Aminogruppen auf der Oberflache. Deshalb mQssen relativ langkettige Polyethylenglykol- 
derivate immobilisiert werden, urn eine Verringerung von unspezifischen Bindungen zu erreichen. Das Aufbrin- 
gen von spezifischen BindungssteUen fur Analyten, wie sie for die Verwendung der modinzierten Oberflachen in 
Immunoassays erforderlich ist gleichzeitig mit PEG ist bei diesen Ansatzen praktisch nicht moglich. Weiterhin 
ist es bei den bisher bekannten modinzierten Oberflachen, die mittels cw-Plasma beschichtet wurden, notwendig, 

55 nachfolgende chemische Modifizierungen unter Verwendung von organischen Ldsungsmitteln aus zufuhren, 
Ldsungsmhtelempflndliche Polymere, wie z. B. Polystyrol die in der Diagnostik eine groBe Rolle spielen, kdnnen 
auf diese Art nicht modifiziert werden. 

Es war daher Aufgabe der Erfindung; ein Verfahren zur Herstellung einer mh derivatisierbaren Aminogrup- 
pen beschichteten Oberflache mit verbesserten Eigenschaften herzustellen, mittels derer eine spezifische Binde- 

eo phase erhalten werden kann, die eine hohe Sensitivitat und Spezifitat aufweist 

Die Aufgabe wird erfindungsgemafl gelost durch ein Verfahren zur Herstellung einer mit Aminogruppen 
beschichteten Oberflache, worm ein porymerisierbares Amin mittels gepulsten Plasmas auf eine Oberflache 
auf gebracht wird. 

Die Verwendung eines gepulsten Plasmas, wie es beispielsweise bei V. Panchalingam et aL, J. Biomater. Sci 
65 Polymer Edn, VoL 5, Nr. 1/2 (1993)^ 13 1 — 145 beschrieben ist aus einem polymerisierbaren Amin, fuhrt uberra- 
schenderweise zu einer Oberflache, die ca. 80% mehr Stickstoff in Form von Aminogruppen enthalt als her- 
kdmmliche, z. B. mittels konventioneller continuous wave Plasmatechnik hergesteOte Oberflachen. Die gebilde- 
ten Oberflachen weisen eine gletchmaBige Aminbeschichtung auf und sind mit guter Reproduzierbarkett her- 
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stellbar. 

Das gepulste Plasma wird beispielsweise in einem Plasmareaktor gemaB Rg. I erzeugt In einem evakuierba- 
ren Behalter (10) sind zwei Elektroden (12) und (14) angebracht Die Hektrode (12) ist an eine Apparatur zur 
Erzeugung von Radiofrequenzpulsen angeschloss,en, die aus einem Pulsgenerator (16), einem Radiofrequenzge- 
nerator (18), einem Zahler (20), einem Radiofrequenzverstarker (22), einem Wattmeter (24), einem Zweirich- 5 
tungskoppler (26), einem Oszilloskop (28) sowie einem Anpassungsnetzwerk (30) besteht. Radiofrequenzpulse 
werden mittels 3 Pulsgenerator (16) und Radiofrequenzgenerator (18) erzeugt und durch den Radiofrequenzver- 
starker (22) bis zur gewunschten Leistung verstarkt Der Zahler (20) sowie das Wattmeter (24) dienen dazu, die 
Pulsdauern, Pulsfrequenzen sowie die Pulsleistungen zu beobachten. Die Radiofrequenzpulse werden zu einem 
Zweirichtungskoppler (26) geleitet Von diesem wird Leistung zu einem Oszilloskop (28) geleitet, das die 10 
Leistung zum Zweirichtungskoppler (26) reflektiert Die Radiofrequenzpulse werden dann Qber ein Anpassungs- 
netzwerk (30) an die Hektrode (12) angelegt 

Die zu beschichtende Oberflache (32) wird in den evakuierbaren Behalter (10) zwischen die Elektroden (12) 
und(14)gebracht 

Der Reaktor wird durch eine Vakuumpumpe (34) evakuiert und polymerisierbares Amin wird durch einen 15 
EinlaB (36) zugefuhrt Der Druck wird durch ein DruckmeBgerat (38) aberwacht An der Vomchtung sind zudem 
noch weitere EinlaBSffnungen (40) vorgesehen, durch die weitere Substanzen, z. B. Argon, eingeleitet werden 
konnen. Ein gepulstes Plasma wird dadurch erzeugt, daB die zur Plasmaerzeugung erforderliche Leistung 
abwechselnd ein- und ausgeschaltet wird, wodurch ein Plasma aus dem polymerisierbaren Amin gebildet wird. 

Zur Erzielung einer gleichmaBigen reproduzierbaren Beschichtung der Oberflache mit einer hohen Amino- 20 
gruppendichte wird ein gepulstes Plasma verwendet das Pulsdauern von 0^5 bis 1000 ms und eine Pulsfrequenz 
von 0,5 bis 1000 Hz aufweist Je nach gewflnschter Beschichtungsdichte betragt die Behandlungszeh zwischen 
I Minute und 2 Stunden. Bevorzugt weist das gepulste Plasma Anzeiten von 1 bis 100 ms und besonders 
bevorzugt von 5 bis 50 ms auf. Die Auszeiten liegen zwischen 0,5 und 1000 ms, bevorzugt zwischen 1 und 200 ms 
und besonders bevorzugt zwischen 5 und 100 ms. Die zur Plasmaerzeugung eingesetzte Leistung betragt 25 
bevorzugt zwischen 200 und 500 Watt und besonders bevorzugt zwischen 50 und 300 Watt Die geeignete 
Radiofrequenz ist abhangig vom Reaktortyp und betragt fur den in Fig. t dargestellten Reaktor etwa 
13,56MHz. 

Das polymerisierbare Amin kann mittels gepulsten Plasmas in einem Arbeitsschritt auf die Oberflache 
aufgebracht werden. Es ist allerdings bevorzugt, zunachst eine Reinigung der Substrate mittels gepulsten 30 
Argonplasmas durchzufuhren und anschlieBend das polymerisierbare Amin in zwei Schritten auf die Oberflache 
aufzubringen, namlich einem Grundierungsschritt und einem Beschichtungsschritt Die Grundierung erfolgt 
dabei Qblicherweise mit kfirzeren Auszeiten. 

AIs polymerisierbares Amin kann ein primares oder sekundares Amin verwendet werden, welches zusatzlich 
zu der Aminogruppe eine polymerisierbare Gruppe aufweist Bei der polymerisierbaren Gruppe handelt es sich 35 
bevorzugt um eine ungesSttigte Gruppe, wie beispielsweise eine C=C-DoppeIbindung. Das polymerisierbare 
Amin bzw. das angelegte Vakuum mfissen so ausgewahlt werden, daB der Dampfdruck des polymerisierbaren 
Amins ausreicht, daB zumindest ein Teil des Amins bei den angelegten Vakuumbedingungen in der Gasphase 
vorliegt Bevorzugt werden deshalb leicht fluchtige polymerisierbare Amine mit hohem Dampfdruck verwendet 
Beispiele fur erfindungsgemaB geeignete Amine sind primare und sekundare CrCa-Alkenyle sowie Styrolderi- 40 
vate, die eine primare oder sekundare Aminogruppe aufweisen, Besonders bevorzugt wird als polymerisierbares 
Amin AUylamin verwendet 

ErfindungsgemaB besteht die Oberflache aus einem Kunststoff. Insbesondere sind spritzgufifahige Kunst- 
stoffe, wie Polycarbonat Polyethyien, Polypropylen usw, geeignet Besonders bevorzugt besteht die Oberflache 
aus PoIystyroL t . 45 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine nach dem obenbeschriebenen Verfahren erhaltliche not 
Aminogruppen beschichtete Oberflache. Eine solche Oberflache weist bevorzugt eine Dichte der die Amino- 
gruppen enthaltenden Molekule auf der Oberflache von mindestens 80% der vollstandigen Belegung, besonders 
bevorzugt von mindestens 95% der vollstandigen Belegung auf. Unter voflstandiger Belegung ist dabei die 
dichteste, theoretisch im Hinblick auf die MolekulgroBe mdgliche Beschichtung der Oberflache mit einer 50 
monomolekularen Schicht aus Aminmolekulen zu verstehen. Die Beschichtungsdichte kann beispielsweise mit- 
tels ESCA-Spektroskopie bestimmt werden. 

Die hohe Dichte und gleichmaBige Verteilung der Aminogruppen fuhrt Qberraschenderweise dazu, daB die 
erfindungsgemaBen Oberflachen reproduzierbar modifiziert werden kdnnea Die Modifizierung erfolgt geeig- 
neterweise durch Derivatisierung der primaren oder sekundaren Aminogruppen. Dadurch konnen an die Ober- 55 
flache Molekule mit wunschenswerten funktionellen Gruppen oder Eigenschaften gebunden werden. 

Beispielsweise ermSglicht die mh dem gepulsten Plasma erzielte reproduzierbare hohe Amindichte auf der 
Oberflache die anschlieBende kovalente Btndung ernes Partners eines spezifischen Bindepaares an die mh 
Aminogruppen beschichtete Oberflache. 

Deshalb ist ein Verfahren zur Herstellung einer spezifischen Bindephase ein weiterer Gegenstand der Erfin- 60 
dung. Dabei wird ein Partner eines spezifischen Bindepaares kovalent an eine gleichmafiig und mit hoher Dichte 
mit Aminogruppen beschichtete Oberflache gebunden. 

Spezifische Bindepaare sind dem Fachmann bekannt und umfassen beispielsweise das Strep tavidin- B io tin-Sy- 
stem, aber auch AntikSrper-Antigen- bzw. Hapten-Paare. Bevorzugt wird Biotin oder ein Biotinanalogon wie 
Iminobiotin oder Desthiobiotin verwendet Unter Biotinanalogon ist dabei jedes mit Streptavidin bindefahige 65 
MolekQl zu verstehen. 

Die Oberflache kann so mit gezielt mit spezifischen Bindestellen ausgestattet werden, die z. B. direkt mit einem 
Analyten oder mit einem spezifischen Bindepartner bindefahig sind Anderersehs kann die Oberflache auch mit 
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Molekulen, wie z. B. Polyethylenglykolen, beschichtet werden, die unspezifische Bindungen von Probenbestand- 
teilen an die Oberflache verringern, um Oberflachen zu bilden, an die unerwfinschte Adsorption oder Bindung 
praktisch nicht stattfindet Solche Oberflachen finden beispielsweise als Implantate in der Medizintechnik 
Anwendung. 

5 Bevorzugt wird zusatzlich zu dem Partner eines spezifischen Bindepaares Polyethyienglykol oder ein Polyet- 
hylenglykolderivat an die mit Aminogruppen beschichtete Oberflache gebunden, um eine spezifische Bindepha- 
se zu erhalten, bei der unspezifische Wechselwirkungen weiter reduziert sind Das Polyethyienglykol weist dabei 
eine mittlere Kettenlange von 3 bis 200 Monomereinheiten, bevorzugt von 3 bis 50 Monomereinheiten und 
besonders bevorzugt von 3 bis 10 Monomereinheiten auf. Das Polyethyienglykol kann hydroxy- oder alkyltermi- 

to niertsein. 

Bevorzugt werden Polyghykol und der Partner eines spezifischen Bindepaares zur Bindung an die Oberflache 
in einem Molverhaltnis von 0 : 100 bis 99 : 1 eingesetzt, bevorzugt in einem Molverhaltnis von 70 : 30 bis 99 : 1 
und besonders bevorzugt von 80 : 20 bis 99 : 1. Uberraschenderweise konnte z. B. die Bindung von fibrinogen 
bereits durch die Verwendung von kurzkettigen Polyethylenglykolderivaten vermieden werden. Der gleichzeiti- 

l5 ge Einbau von Parmern eines spezifischen Bindepaares, wie beispielsweise Biotin und PEG, ermoglicht die 
spezifische Bindung von z. B. Streptavidin an die Oberflachen bei gleichzeitiger Minimierung der unspezifischen 
Bindung anderer Probenbestandteile, wie z. B. Fibrinogen. 

Die hohe Dichte und gleichmaBige Verteilung der Aminogruppen auf der Oberflache fuhrt uberraschender- 
weise dazu, daB die Bindung des Partners eines spezifischen Bindepaares und gegebenenfalls des Polyethylengly- 

20 kols an die mit Aminogruppen beschichtete Oberflache in waBriger Losung durchgeruhrt werden kann. Bei- 
spielsweise kdnnen der Partner eines spezifischen Bindepaares und/oder das Polyethyienglykol als Aktivester- 
derivat eingesetzt werden. Unter Aktivesterderivat ist dabei ein Derivat des Partners eines spezifischen Binde- 
paares oder des Polyethyienglykols zu verstehen, das eine aktivierte Estergruppe umfaBt, die mit einer Amino- 
gruppe im waBrigen Milieu reagieren kann. Beispiele solcher Akdvesterderivate sind in Fig. 2 abgebildet 

25 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine spezifische Bindephase, wie sie nach einem der oben beschrie- 
benen Verfahren erhaltlich ist Eine solche Bindephase ist dadurch gekennzeichnet, daB der Partner eines 
spezifischen Bindepaares und gegebenenfalls Polyethyienglykol nut den auf der Oberflache aufgebrachten 
Aminogruppen kovalent verknupft ist Bevorzugt ist die Oberflache zu mehr als 80% und besonders bevorzugt 
zu mehr als 95% mit dem aufgebrachten Amin beschichtet 

30 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung einer solchen spezifischen Bindephase als Fest- 
phase in einem Immunoassay. Weherhin ist eine solche spezifische Bindephase auch zur Verwendung in der 
Medizintechnik, beispielsweise als Implantat, geeignet 
Die Erfindung wird durch die beigefugten Figuren und Beispiele naher eriautert 

Rg. 1 zeigt eine Vorricfatung zur Aufbringung eines polymerisierbaren Amins mittels gepulsten Plasmas auf 
35 eine Oberflache und 

Fig. 2 zeigt bevorzugte Beispiele von erflndungsgemaB verwendeten Aktivesterderivaten. 

Beispiel 1 

40 Herstellung einer Oberflachenbeschichtung durch Aufpolymerisation von AJlylamin mittels gepulsten Plasmas 

In der in Fig. 1 dargestellten Vorrichtung erfolgte die Abscheidung von AJlylamin mittels gepulsten Plasmas 
auf eine Oberflache. Als Substrate wurden PolystyroI-SpritzguBteile (2 cm x 1 cm x 0,1 cm) verwendet die 
zuvor in Ethanol/Wasser (1 : 2, v/v) gereinigt wurden. Die Plasmabeschichtung wurde in drei Schritten unter 
45 folgendenBedingungenausgefuhrt: 

1) Zunachst wurden die Substrate mittels Argonplasma gereinigt Dazu wurden die Polystyroloberflachen 
einem gepulsten Argonplasma mit Einzeiten von 10 ms, Auszeiten von 100 ms und einer Leistung von 
100 Watt 10 Minuten lang ausgesetzt 
50 2) Nach der Reinigung wurde auf die Polystyro loberfl3che eine AUylamin-'Grundierung" aufgebracht Dies 
geschah mittels gepulsten Plasmas bei Einzeiten von 3 ms, Auszeiten von 5 ms und einer Leistung von 
200 Watt Der Gnmdierungsschritt wurde 4 Minuten lang ausgefuhrt 

3) AnschlieBend wurde eine AUyUmin-"Oberflachenschicht w aufgebracht Die Plasmabedingungen hierfur 
waren 3 ms Einzert, 45 ms Auszeit und 200 Watt Leistung. Die Beschichtung wurde 10 Minuten lang 
55 ausgefuhrt 

Beispiel 2 

Derivatisierung der mit Allyiamin beschichteten Oberflachen 

60 

Die im gepulsten Plasma erzeugten allylammbeschichteten Oberflachen wurden in waBriger Losung bei pH 8 
mit den in Fig. 2 dargestellten Verbindungen umgesetzt Hierzu wurden die mit Allyiamin beschichteten Ober- 
flachen € Stunden in einer mit Phosphatpuffer auf pH => 8 gepufferten 10~ 3 M waBrigen L5sucg der als 
Aktivester vorliegenden Poryethytengtykole PI bis P5 und des Aktivesters von Biotin Bl in den molaren 
65 Verhaltnissen von 0:1, 1 : 1, 7 :3 und 9 : 1 umgesetzt Die Verbindung B-l wurde vor dem Ansetzen der 
Mischung in wenig DMF geldst und dann im entsprechenden Verh&ltnis der waBrigen LOsung der Poryethylen- 
glykole PI bis P5 zugesetzt 
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Beispiel 3 

Analytische Charakterisierung der beschichtetenOberflachen mittels Elektronenspektroskopie furcheraische 

Anwendungen (ESCA) 

5 

Die elementare Zusammensetzung von Oberflacbenschichten kann mittels ESCA-Spektroskopie quanthativ 
bestimmt werden. Die mit Ailyiamin beschichteten Oberflichen wurden vor und nach der chemischen Derivati- 
siemng untersucht Bei Lagerung der frisch hergestellten, mit Aminogruppeu beschichteten Oberflachen unter 
Wasser zeigte sich eine Anderung der Oberflachenzusammensetzung, die auf die Reaktion von Wasser mit beim 
Beschichtungsvorgang entstandenen reaktiven Spezies zuruckzufflhren 1st Die quantitative Auswertung der 10 
ESCA-Spektren nach Hementarzusammensetzung fflr die verschiedenen Praparate ist in folgender Tabelle 
zusammengestellt: 

15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle 1 



5 


Modification 


Cls [%] 


01s [%] 


Nls C%3 


S2p [%] 




Monomeres 


75,0 


— 


25,0 


— — 


10 


Allylamin (cw) 


77,7 


6,8 


15,6 






Allylamin (cw) nach 
Puffer pH=8 fur 12 h 


75,4 


11,5 


13,1 




15 


Allylamin ( n gepulst D ) 


71,0 


5,2. 


23,8 






Allylamin ("gepulst") 
12 h in Puffer pH 8 
qelacrert 


70,8 


10,8 


18,4 




20 


Allylamin ("gepulst") 
nach Reaktion mit B-1 
in Puffer 


71,4 


10,0 


17,5 


1,1 


25 


P-2 ♦ B-1 

1 : 1 


65,9 


21,3 


12,1 


0,65 




P-2 a B-1 

7 : 3 


64,5 


23,3 


11,9 


0,36 


30 


9 : 1 


66,7 


24,9 


8,1 


0,22 


35 


P-3 * B-1 
1 : 1 


68,4 


17,0 


14,1 


0,58 




P-3 • B-1 
7 : 3 


66,8 


22,9 


9,9 


0,35 


in 
40 


P-3 • B-1 

9 : 1 


64,3 


25,2 


10,4 


0,11 




P-4 • B-1 

1 : 1 


72,5 


11,4 


15,5 


0,62 


45 


P-3 i B-1 

7 : 3 


72,8 


12,3 


14,5 


0,39 


50 


P-4 : B-1 

9 : 1 


71,4 


13,4 


14,9 


0,20 




P-5 : B-1 
1 : 1 


71,3 


11,4 


16,6 


0,68 


55 


P-5 : B-1 

7 : 3 


71,9 


11,9 


15,8 


0,44 


60 


P-5 : B-1 

9 : 1 


71,5 


13,1 


15,3 


(0,10) 



Aus TabeHe 1 ist zu ereehen, daB mittels gepulsten Allylamin- Plasmas eine Beschichtungsdichte von 233 (Nls, 
gepulstes Plasma): 25,0 (Nls, monomolekulare Schicht von Allylamin), also von 95,2% der vollstandigen Bele- 
€5 gung erzielt wurde. 
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BeispieU 

Proteinadsorption an die spezifischen Bindephasen 

Es wurde die Bindefahigkeit der spezifischen Bindephasen gegenflber Streptavidin (spezifische Bindung) und 5 
gegenaber Fibrinogen (unspezifische Bindung) untersucht Zum Nachweis der Fibrinogenbindung wurde ein 
fluoreszenzmartdertes Fibrinogen verwendet (Rinderflbrinogen, Firma FLUKA mit Resorufin-OSu umgesetzt, 
Beladung 1 : 1> Die Streptavidinbindung wurde mit fluoreszierenden und biotinylierten Latexpartikeln (Firma 
MoL-Probes L-5221, 100 nm, Farbstoff: Yellow-Green) aachgewiesen. Die Biotinylierung der Partikeloberflache 
wurde durch kovalente Kopplung mit biotinyliertem Rinderserumalbumin (RSA) erreicht 10 

a) Bindung von Fibrinogen 

Das Konjugat wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 gelost Zur 
Kontrolle wurde diese L6sung 2 Stunden auf der unbehandelten Oberflache inkubiert Die Losung wurde auf die is 
spezifischen Bindephasen aufgebracht, 2 Stunden inkubiert und anschlieBend mh reiner Puf ferldsung abgespfllt 
Die spezifischen Bindephasen wurden anschlieBend mittels Fluoreszenzmikroskop betrachtet und die Fluores- 
zenz der Oberflache mittels CCD-Kamera und Bildauswertung (Optimetric, Fa. Sterner, Munchen) als mittlere 
Grauwerte (mean grey) eines definierten Bfldausschnitts quantifiziert 

20 

b) Bindung von Streptavidin 

Streptavidin wurde in einer Konzentration von 0,5 mg/ml in 100 mM KaUumphosphatpuffer, pH 7,4 gelSst 
Die spezifische Bindephase wurde 2 Stunden mit der L5sung inkubiert und anschlieBend gewaschen. Auf die 
spezifische Bindephase wurde dann die Latexlosung (0,5%ig) aufgebracht, 1 Stunde inkubiert und anschheBend 25 
gewaschen. Die Fluoreszenz wurde wie unter Beispiel 4a) betrachtet und ausgewertet 

Die Ergebnisse der Proteinbindung sind in Tabelle 2 zusammengefaBt: 



TabeUe2 
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Oberflacne 


Fibrinogen (mean 


Streptavidin (mean 






grey) 515/560 nm 


grey) 450/500 nm 
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Untergrund/ 


72 


72 




Leerwert 






40 


Polys tyrol 


190 


205 
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87 


162 


45 


P-l : B-l 9:1 
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166 




P-2 : B-l 7:3 
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139 


50 


P-2 : B-l 9:1 
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137 




P-4 : B-l 7:3 
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190 


55 


P-4 : B-l 9:1 


86 


182 
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Patentanspruche 



1. Verf ahren zur Herstellung einer mit Aminogruppen beschichteten Oberflache, dadurch gekennzeichnet, 
daB ein polymerisierbares Amin mittels gepulsten Plasmas auf erne Oberflache aufgebracht wird. 
Z Verf ahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man mit Pulsdauern von 0,5-1000 ms und 
einer Pulsfrequenz von 0,5-1000 Hz arbeitet _ a , 

3. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 oder % dadurch gekennzeichnet, daB man die Oberflache 
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1 Minute bis 2 Stunden behandelt 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet daB man zur Plasmaerzeugung 
eine Leistung zwischen 20 und 500 Watt einsetzt 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet daB als polymerisierbares Amin 
Allylamin verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB man eine Oberfla- 
che aus einem Knnststoff verwendet 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Oberfiache aus Polystyrol verwendet 

8. Mit Aminogruppen beschichtete Oberfiache, erhaltlich nach einem Verfahren gemaB einem der Anspru- 
che 1 bis 7. 

9. Mit Aminogruppen beschichtete Oberfiache nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet daB die Dichte 
der die Aminogruppen enthaltenden Molektile auf der Oberfiache mindestens 80% der vollstandigen 
Belegungbetragt 

10. Mit Aminogruppen beschichtete Oberfiache nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet daB die Dichte 
der die Aminogruppen enthaltenden Molektile auf der Oberfiache mindestens 95% der vollstandigen 
Belegungbetragt 

1 1. Verfahren zur HersteDung einer spezifischen Bindephase, dadurch gekennzeichnet daB ein Partner eines 
spezifischen Bindepaares kovalent an eine mit Aminogruppen beschichtete Oberfiache nach einem der 
Anspruche 8 bis 10 gebunden wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet daB der Partner eines spezifischen Bindepaares 
Biotin oder ein Biotinanalogon ist 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 12, dadurch gekennzeichnet daB zusatzlich Polyethylengly- 
kol oder ein Polyethylenglykolderivat an die mit Aminogruppen beschichtete Oberfiache gebunden wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet daB das Polyethyienglykol eine mittlere Ketten- 
lange von 3 bis 200 Monomereinheiten aufweist 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet daB Polyethyienglykol und der 
Partner eines spezifischen Bindepaares zur Bindung an die Oberfiache in einem Mol-Verhaltnis von 0 : 100 
bis 99 : 1 eingesetzt werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet daB Polyethyienglykol und der Partner eines 
spezifischen Bindepaares in einem Molverblltnis von 70 : 30 bis 99 : 1 eingesetzt werden, 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 16, dadurch gekennzeichnet daB die Bindung des Partners 
eines spezifischen Bindepaares und gegebenenfalls des Polyethylenglykols an die mit Aminogruppen be- 
schichtete Oberfiache in waSriger Ldsung durchgefuhrt wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet daB der Partner eines spezifischen Bindepaares 
und/oder das Polyethyienglykol als Aktivesterderivat eingesetzt werden. 

19. Spezifische Bindephase, erhaltlich nach einem Verfahren gemaS einem der Anspruche 1 1 bis 18. 

20. Verwendung einer spezifischen Bindephase nach Anspruch 19 als Festphase in einem Immunoassay. 

21. Verwendung einer spezifischen Bindephase nach Anspruch 19 in der Medizintechnik 
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